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INTRODUCCION

Aunque la Anatomia Vegetal es una disciplina biolégica con una tradicion
de varios siglos, cotidianamente surge la necesidad de aportar informacion en este
campo con el fin de mejorar los métodos y técnicas mediante los cuales contribuye
a la resolucion de problemas en ramas de la Botanica como la Ecofisiologia y

Taxonomia Vegetal.

La importancia del presente trabajo radica en la aplicacion de distintas
técnicas histolégicas para la elaboracion de laminillas semipermanentes de
epidermis de Commelina coelestis Willd., asi como la observacion de dichas
laminillas con diferentes sistemas de microscopia foténica, lo que arroja
informacion valiosa en cuanto a la utilidad de las distintas técnicas aplicadas y los
sistemas de iluminacioén utilizados en lo referente a las estructuras celulares que
se pueden observar en el material trabajado. Los resultados que aqui se
presentan son un material de apoyo muy util para todo aquel que quiera hacer

investigacion en el campo de la Anatomia Vegetal.

Para el presente estudio fue seleccionada Commelina coelestis, ya que es
una especie vegetal que presenta una epidermis abaxial facilmente disociable;
esto facilita la aplicacion de distintas técnicas histoldgicas para la obtencion de
laminillas semipermanentes que pueden ser observadas con diferentes sistemas

de microscopia en un tiempo corto y con buenos resultados.

Por otro lado, dado que no existe mucha informacion sobre la epidermis
abaxial de Commelina coelestis, este trabajo es una contribucion al conocimiento
de la estructura de esta especie que en México se encuentra ampliamente
distribuida y que tiene utlidad medicinal (SEMARNAP: especies con usos no

maderables en bosques de encino, pino y pino-encino*, 2006).

! hitp:/mww.semarnat.gob.mx/pfnm/CommelinaCoelestis.htm|




Finalmente, se espera que el presente trabajo despierte el interés por
realizar estudios anatémicos en especies vegetales de las que en este rubro haya
escasa informacion, con el fin de ampliar los conocimientos de la flora de nuestro
pais, asi como alentar la investigacion e innovaciéon en lo que se refiere a la

aplicacion de técnicas histoldgicas y sistemas de microscopia.



ANTECEDENTES
HISTORIA E IMPORTANCIA DE LA MICROSCOPIA FOTONICA

Es a finales del siglo XVII que se inventa el microscopio, instrumento de
trabajo importante para diversas disciplinas cientificas. Sus creadores fueron Hans
y Zaccharias Janssen, quienes en Holanda, hace mas de 300 afios, lo utilizaron

por primera vez en el afio de 1590 (Timeline — History of Microscopes?, 2006).

El término “microscopio” significa “que permite observar lo pequefio” (del
griego micros—pequeio, y skopeo—observar) (Pequefio Larousse llustrado,
2000); esta denominacién, utilizada por los miembros de una sociedad cientifica a
la que pertenecia Galileo (la “Accademia dei Lincei”) (Historia del Microscopio®,
2006), se le dio cuando el microscopio tenia un solo paso de formacion de imagen,
pero ahora se aplica a todos los instrumentos amplificantes simples y compuestos.
Cabe mencionar que en 1624, Fober llamaba al microscopio “Conspicillum,
Perspicillum” (Arredondo y Martinez,1978); los términos de esta denominacion
tienen un significado ambiguo, pero pueden interpretarse como “lugar desde
donde mirar” (Vocabulary for Desiderius Erasmus *, 2007) y “mirar a la distancia”

(The Perspective View®, 2007), respectivamente.

El impulsor de la microscopia fue el holandés Anton van
Leeuwenhoek  (1632-1723); este personaje  elabord
microscopios con lentes convexas que él mismo pulia y logré
hasta 275 aumentos (los mejores para su época (Timeline —

History of Microscopes®, 2006)). Estos microscopios tenfan una

estructura muy rudimentaria que se componia de una lente

El microscopio de
Leeuwenhoek

2 http://inventors.about.com/od/mstartinventions/a/microscopes.htm

3 http://personales.mundivia.es/mggalvez/micro2.htm

* http://www.stoa.org/hopperivocab.jsp?doc=Stoa:text:2003.02.0006:colloquium=1:topic=3
® http://mww.museumonline.at/1997/schulen/bg10/english/perspect.htm

® http:/finventors.about.com/od/mstartinventions/a/microscopes.htm




Unica engarzada entre dos placas de metal sujetas entre si, atravesadas por una
abertura. El objeto a observar era colocado en una aguja de metal, la cual
mediante un tornillo podia girar de forma que se acercara o alejara del foco de la
lente. Leeuwenhoek fue conocido por sus multiples estudios, los que fueron

apoyados por el uso del microscopio (Arredondo y Martinez, 1978).

A través del tiempo se han desarrollado

muchas mejorias en la construccion de

lente
microscopios. Es, por ejemplo, en el siglo XVII que _] ocular
se introduce el uso de mas de una lente, surgiendo s J 1
el llamado “microscopio compuesto” (Vision _;’ g .
; Lo ; ; ; i 9 h lentes
Engineering: Microscope History, Science Ly \ 1“;;\ _themag_
! i i LA
Technology’, 2006), a partir de entonces se [ [ ' B
ay ), Y p - l;.i] . —muestra
suceden distintos tipos de contribuciones para = lentes
; ~[=, condensador

mejorar este instrumento de modo que, en el
momento actual, el microscopio es y seguira siendo ( :
de gran importancia para el avance de la ciencia, ya |;;.mﬁara espejo

que la evolucién de sus diferentes componentes y Microscopio foténico compuesto
funciones hace que cada vez haya microscopios mas precisos, que amplifican

imagenes que, de otro modo, dificilmente serian vistas por el ojo humano.

En el caso de la Botéanica, los estudios de la estructura interna de las
plantas han alcanzado su maxima expresion gracias al microscopio, habiéndose
convertido este instrumento en parte esencial de los estudios en Anatomia
Vegetal. La implementacion de diferentes sistemas de microscopia, para dar una
imagen con mayor y mejor resolucion y aportar resultados mas precisos, ha sido,
en este contexto, sumamente valiosa. No obstante, con el advenimiento de la
microscopia electrénica (tanto de transmision como de barrido) y, mas
recientemente, de la microscopia confocal, se implementan nuevas técnicas e

instrumentos para poder obtener mayor informacién del sujeto en estudio. Esto,

" http://ww.visioneng.com/technology/microscope history.htm




sin embargo, en nada afecta el potencial de la microscopia fotonica y mas aun con

el registro y procesamiento digital de imagenes.
SISTEMAS OPTICOS DE MICROSCOPIA FOTONICA

Uno de los aspectos mas criticos de la microscopia fotonica es el de
asegurar que la muestra se encuentre iluminada homogéneamente con el fin de
obtener imagenes con el maximo contraste y resolucion; en este contexto, la
técnica de iluminacion Kohler introducida por August Kohler en 1893 es el método
gue aporta la 6ptima iluminacién de la muestra, y es por ello que se le recomienda
ampliamente, ya que un microscopio muy sofisticado y bien equipado puede
arrojar imagenes de bajo contraste y resolucién, si no se realizan los ajustes para
una correcta iluminacion (Optical Microscope

Primer: Anatomy of the Microscope?, 2006).

— plano focal

pupila de plano focal
salida
— lente

La lluminacién segun Kéhler establece

por un lado, la alineacién del sistema Optico,

—ocular

—O

_objetivo__ |

mecanico y el de iluminacion sobre el eje

Optico del microscopio y por otro, la

| imagen formada
por el objetivo

proyeccion del filamento de la lampara hasta

llegar a nivel de la muestra, con el

muestra

diaframa
de apertura

muestra

correspondiente ajuste de la apertura
numérica del objetivo; este tipo de »- Candensadat
iluminacion es fundamental para la adecuada

aplicacion de los diferentes sistemas Opticos

diafragma
de microscopia fotonica (Nikon Introduction to g cRmpd
Microscopes®, 2006; Science, Optics & You™, lluminacién Kohler
A.- marcha de rayos iluminadores y
2006). B.- marcha de rayos de formacion de
imagen

8 http://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomyl/illuminationhome.html
® http://www.coolscope.com/eng/tech/1-0-4.aspx
% http://micro.magnet.fsu.edu/optics/olympusmicd/anatomy/index.htm|




Las caracteristicas particulares de los sistemas 6Opticos de microscopia fotonica

aplicados en este trabajo es lo que se describe a continuacion.

Microscopia de campo claro

Es el sistema Optico mas
usado desde su invencién (hace
cerca de 300 afos) para observar

material fijado y tefido.

(D"Ambrogio,1986); las imagenes

producidas en campo claro se ven

'E !‘ PLATINA

4

B o~ QAN e
Bl | Nf__d

CONDENSADOR

'_"l

contrastadas contra un fondo blanco
(Optical Microscope Primer: Anatomy 8
of the Microscope®?, 2006). e —

Microscopio de campo claro

En la actualidad el uso del microscopio de campo claro suele estar limitado
a observar material procesado con colorantes que aumentan el contraste entre las
partes de la muestra y el medio que le rodea; esto tiene la desventaja de que el

material debe ser tefiido (Arredondo y Martinez,1978; D"’Ambrogio,1986).

Este sistema debe su nombre a la imagen que aporta, en la que, como ya
se sefalaba, el objeto resalta sobre un fondo blanco brillante. En este sistema de
iluminacion la energia luminosa es modulada mediante reflexiones, dispersiones y
refracciones para proporcionar una imagen amplificada de un objeto (Arredondo y
Martinez, 1978).

" hitp://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/brightfieldgallery/index.ntm|




Microscopia de contraste de fases

La microscopia de contraste de fases, descrita en 1934 por el fisico
holandés Fritz Zernike, es un sistema O6ptico que permite la observacion de
detalles en modelos transparentes, en los que las variaciones locales del indice de
refraccion son muy pequefias, como en el caso de células vivas, microorganismos,
cortes delgados de tejidos y particulas subcelulares (como nucleos y otros
organelos) (Nikon MicroscopyU: Phase Contrast Microscopy*?, 2006). Una de sus
mayores ventajas es que células vivas pueden ser examinadas en su estadio
natural sin ser fijadas y tefiidas; por ejemplo, se pueden observar muestras
cultivadas, cuyo crecimiento y divisibn mitdtica puede seguirse, de ahi su amplia
aplicacion en Biologia y Medicina (Hipertextos del Area de la Biologia®, 2006;

Nikon Introduction to Microscopes™*, 2006).

_____ FLANO DE IMAGEN
Este tipo de microscopia esta basado . E
, . piFRAcTADOS  f0|
en la teoria de Abbe e involucra un proceso  ravos ___ -
DIRECTOS = ) T}
de desfasamiento y absorciéon de los rayos —L &
v -

directos en el curso de la marcha de los °EJET“’°{

O

rayos luminosos por medio de una placa de  muestra™ PLACA DEFAS

fase localizada en el plano posterior de los °°"DE"S‘{°";
objetivos (Bennet, et al., 1951). o bt ._r@

CONDENSADOR | . SN
ANULAR ~—a o

Microscopio de contraste de fases

Si bien esta técnica de microscopia revela detalles de los objetos que
poseen pequefias diferencias en la densidad Optica entre sus partes, o bien con
respecto al medio que los rodea, tiene la desventaja de que puede provocar
confusibn de estructuras por generar un halo brillante (Arredondo y

Martinez,1978), fendbmeno conocido como “efecto del halo” (Optical Microscopy

12 http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasehome.html
3 http://ww.biologia.edu.ar/microscopia/microscopial.htm
 http:/Mmww.coolscope.com/eng/tech/1-0-4.aspx




Primer: Specialized Techniques®®, 2006). Es por ello que es necesario entrenarse

en la correcta interpretacion de las imagenes en contraste de fases.
Microscopia de luz polarizada

La microscopia de luz polarizada es un sistema O6ptico utilizado para el
analisis cuantitativo de los patrones cristalinos de las muestras con actividad
Optica, es decir, material con la capacidad de desviar el &ngulo de la luz plano
polarizada (que vibra en un solo plano). Por tanto, esta microscopia ayuda a
distinguir entre materiales isotropicos (que presentan exactamente las mismas
propiedades en todas las direcciones) y anisotropicos (que tienen propiedades
distintas en cada direccion o “propiedades direccionales”), ya que explota las
propiedades 6pticas de la anisotropia para revelar informacion detallada acerca de
la estructura y composicion de los materiales, lo que resulta invaluable para su
identificacién y diagndstico (Nikon MicroscopyU: Polarized Light Microscopy™,
2006).

Los materiales anisotropicos tienen ejes cristalograficamente distintos que
interaccionan con la luz de una manera que depende de la orientacion de la matriz
cristalina con respecto a la luz incidente. Cuando la luz entra a un eje no
equivalente de un material anisotropico, es refractada en dos rayos cada uno
polarizado con la direccion de vibracion orientada en angulo recto una con
respecto a la otra, y cada uno viajando a diferente velocidad. Este es el fenbmeno
conocido como “birrefringencia” que es visto en mayor o menor grado en los
materiales anisotrépicos (Olympus Microscopy Resource Center: Polarized Light
Microscopy*’, 2006).

Es asi como las aplicaciones mas conocidas de la microscopia de la luz

polarizada son las geoldgicas, aunque se le puede utilizar tanta cualitativa como

2 http://micro.magnet.fsu.edu/primer/technigues/phasecontrast/phaseindex.htm|
16 http://www.microscopyu.com/articles/polarized/polarizedintro.htm|
Y http:/Mmww.olympusmicro.com/primer/techniques/polarized/polarizedhome.htm|




cuantitativamente en la ciencia de materiales, quimica, biologia, metalurgia y
medicina (Nikon MicroscopyU: Polarized Light Microscopy'®, 2006). Como
ejemplos de materiales Opticamente activos tenemos: cristales de toda clase,
almidén, cuticulas de hojas de bulbo, fibras naturales de algodon, lana, seda, lino,
cafamo, pelos de animales, fibras sintéticas, escamas de pescados, secciones
finas de cuernos, pezufias, garras y ufas, huesos

descalcificados, fibras musculares y algunos aceites y

grasas (Casartelli,1974).

El sistema de iluminacién del microscopio de oeseues of La inTerserencia i
luz polarizada utiliza dos filtros polarizadores, uno
antes de la muestra y otro colocado entre objetivo y
ocular; de manera que al cruzarlos a 90°, se logra la
extinciéon de la luz, de tal forma que al colocar la

muestra entre ambos filtros, se obtiene una imagen

@ o MR B e

con una “tincién Optica” con patrones caracteristicos GRS
(Olympus Microscopy Resource Center: Polarized
Light Microscopy®, 2006).

—
FUENTE DE LUZ

Microscopio de luz polarizada

Microscopia de contraste diferencial de interferencia (Nomarski)

El contraste diferencial de interferencia (CDI) es un sistema Optico ideal
para la deteccién de superficies con relieve permitiendo disecciones épticas de la
muestra sin pérdida de resolucion. Es un sistema de interferencia que hace
posible la visibilidad de modelos trasparentes en los que las variaciones del indice
de refraccion son muy pequefias (Arnold, et al.,, 1974; Olympus Microscopy

Resource Center: Diferential Interference Contrast®, 2006).

8 hitp://mww.microscopyu.com/articles/polarized/polarizedintro.htm!|
¥ http/Mmww.olympusmicro.com/primer/techniques/polarized/polmicroalignment.html
2 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dichome.html




El sistema de CDI fue desarrollado a mediados de la década de los
cincuenta, cuando el investigador francés Georges Nomarski modificé el prisma de
Wollaston utilizado para detectar gradientes Opticos de las muestras, para
convertir dichos gradientes en diferencias de intensidad. De tal suerte,
especimenes vivos o tefiidos que en iluminacion de campo claro aportaban
imagenes con poca informacién, se hacian claramente visibles por medios 6pticos

y no quimicos (Davidson y Abramowitz, 1999).

El dispositivo del contraste diferencial de interferencia se basa en el
principio de polarizacion y de la birrefringencia, con lo cual los objetos, sin haber
sido coloreados, se exhiben con una gran riqueza de contraste. De tal manera que
la luz procedente de la fuente de iluminacion, primero se polariza linealmente para
alcanzar el prisma de Wollaston donde se provoca la separacion angular de los
rayos. Estos rayos atraviesan la muestra y el objetivo del microscopio para
converger en el plano posterior del objetivo donde se vuelven a unificar por efecto
del segundo prisma de Wollaston. Después de esto, ocurre la interferencia
correspondiente para dar las determinadas longitudes de onda en la imagen
resultante (color de interferencia) (Davidson y Abramowitz, 1999; Meier, 2004). El
resultado son imagenes con alta resolucion, colores brillantes y un efecto de
tridimensionalidad (Arnold, et al., 1974; Meier, 2004).

10



El sistema de CDI puede ser

considerado como una técnica

complementaria al contraste de

AMALIZADOR

fases, ya que ambas técnicas son
. . , FRIZMAS
capaces de producir imagenes de
alto contraste de especimenes
biol6gicos transparentes que de
ordinario no afectan la amplitud de
la luz visible que los atraviesa. La , , ‘ , , ,
) ) Microscopio de contraste diferencial de interferencia
diferencia fundamental entre el
sistema CDI y el contraste de fases
es la base optica sobre la que se forman las imagenes (Olympus Microscopy

Resource Center: Differential Interference Contrast®*, 2006).
USOS E IMPORTANCIA DE LOS COLORANTES BIOLOGICOS

Como ya se ha explicado en las secciones anteriores, un mundo con formas
de vida diversas y fascinantes, invisibles al ojo humano, se hace evidente con la
ayuda del microscopio como instrumento esencial; los colorantes bioldgicos, sin
embargo, son de gran importancia para lograr una adecuada observacion del
mundo microscépico, ya que muchos organismos son practicamente incoloros y
seria muy dificil verlos sin la ayuda de estas sustancias especializadas (Biological

Stain Commission®, 2006).

En el caso de los tejidos, los colorantes bioldgicos se utilizan para aumentar
el contraste visual entre sus elementos (History of the Biological Stain
Commission?®, 2006). Si bien esto entrafia una interaccion quimica ya sea
covalente o no covalente entre el colorante y ciertos componentes celulares, el

proceso de tefir tejidos completos o0 seccionados tiene tanto de arte como de

2 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dichome.html
2 hitp://lwww.science-education.org/classroom activities/chlorine compound/methylene blue.htm!
= http://www.biostains.org/new page 3.htm
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ciencia, ya que la tincion es el resultado de un sinergismo entre el colorante que
se adiciona, frecuentemente una sal metalica que se utliza como mordiente
(sustancia que mejora las propiedades de tincion del colorante), el tiempo de
tincion, la “diferenciacion” del colorante por componentes adicionales, la magnitud
de la decoloracién (cuando se aplica), la temperatura a la que se tifie y, por

supuesto, la naturaleza del tejido (Ruzin, 1999).

Historicamente, los colorantes bioldgicos han sido agrupados en dos
grandes clases: la de los colorantes naturales y la de los colorantes artificiales o
sintéticos (Lillie, 1977). Hoy dia, no obstante, los colorantes suelen ser agrupados
en diferentes clases dependiendo de su especificidad y su estructura quimica
(Ruzin, 1999). En lo que a las tinciones para tejidos vegetales se refiere, suele
hacerse la distincion un tanto burda entre los colorantes para tejidos en general y
aquellos para tejidos lefiosos; esta distincién, sin embargo, no es para nada
absoluta, siendo comparable a la distincion entre colorantes para tejidos en
general y aquellos para el tejido conectivo en el ambito zooldgico (Lillie, 1977). Si
bien un colorante usado con mucha frecuencia para tefiir tejidos vegetales es la
hematoxilina, tanto para tejidos en general como para tejidos lefiosos, igualmente
difundido es el uso de la safranina en combinacion con un contracolorante azul o
verde (Lillie, 1977), pero esto no obsta para que la lista de los colorantes mas
comunmente utilizados en microtécnica vegetal sea sumamente amplia, tal y como

se puede evidenciar en la siguiente tabla, basada en Ruzin (1999).
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Colorantes de uso comun en microtécnica vegetal

nombre

uso

Azul anilina WS

Contratincion de la safranina O; calosa

Azul de metileno

Contratincion de los colorantes Azur

Azul de toluidina O

Colorante metacromatico

Azurll, A, B Usado frecuentemente como
contratincién con azul de metileno

Carmin Colorante citogenético clasico

Eritrosina B Contratincion del violeta cristal

Fucsina acida

Celulosa, esporas

Fucsina basica

Tincion nuclear de Feulgen; también

mucina, bacterias y tejido lignificado

Hematoxilina

Excelente colorante para acidos

nucléicos

Hemisulfato de berberina

Suberina

Naranja G

Contratincién general, muy util con

hematoxilina

Negro de clorazol E

Colorante policromatico general para

tejidos infiltrados en parafina

Rojo burdeos

Contratincién citoplasmatica de la

hematoxilina

Safranina O Lignina, cutina, suberina, quitina,
cromosomas, nucleolos

Sudan IV Colorante para lipidos: resinas, ceras,

cuticula

Verde fijo FCF

Contratincion de la safranina O

Violeta cristal

Contratincién para el verde fijo FCF o

eritrosina

Yodo-yoduro de potasio

Colorante clasico para almidon
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A continuacién se detallan las principales caracteristicas de los colorantes

utilizados en este trabajo.
Azul de toluidina O

Si bien su nombre clasico es

azul de toluidina, también se le - M. S, CH=
conoce como azul de metileno T50 o ,QI/\ +j/$[

T extra (Lilie, 1977), y es un (CHz)zN S # TNH
colorante sumamente Utill ya que, Formula del azul de toluidina O

entre los colorantes basicos, es uno de los mejor conocidos en relacién a su
caracteristica de metacromasia. La metacromasia es la variabilidad en color de un
colorante que depende de la naturaleza del sustrato por el que es adsorbido, es

decir, es un tipo de tincién en la que un mismo colorante da a diferentes tejidos

distintos tonos de coloracion (MerckSource?, 2006).

La caracteristica de metacromasia del azul de toluidina O depende de
factores como el pH de la solucién (O’Brien y McCully, 1981), asi como de otras
condicionantes como, por ejemplo, la temperatura (Kelly y Chang, 1969) y la
concentracion (se considera que la concentracion minima para mostrar
metacromasia es de 0.5% (O'Brien y McCully, 1981)). Es por ello que
comunmente este colorante se comporta de manera ortocromatica (ausencia de
cambio de color del colorante ya sea en solucién o cuando se une a los tejidos),
de modo que la mayor parte de los tejidos se observan azulosos: la tincion puede

ser intensa pero ortocromatica (Bergeron y Singer, 1958).

Znttp://www.mercksource.com/pp/us/cns/cns hl dorlands.jspzQzpgzEzzSzppdocszSzuszSzcomm

onzSzdorlandszSzdorlandzSzdmd m_11zPzhtm
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Azul de metileno

El azul de metileno es uno de los

M
colorantes de uso mas comdn @ il\
(StainsFile, 2006), ya que se le utiliza (zHg)sN o N{CHs)z

ampliamente en rocedimientos 3 .
P P Foérrmula del azul de metileno

bacteriolégicos e histologicos (Lillie, 1977).

Tipicamente se prepara al azul de metileno en soluciones 0.5 a 1% ya sea
en agua o alcohol, que se alcalinizan al agregar unas gotas de NaOH o KOH
(CRScientific?®, 2006). Es muy diluido (1 parte por 100,000) que funciona como
colorante vital (Que se puede aplicar a células y tejidos vivos sin matarlos), esto

especialmente para el estudio de protozoarios (Howey?’, 2000).

Azur A

o M, o
El azur A se forma a partir de la IQEJ,LL
(CHz)zM 5% %" “NHz

oxidacién del azul de metileno (StainsFile®,

2006) vy, desde el punto de Vvista Férmula del azur A

espectrofotométrico, muestra gran similitud con el azul de toluidina (Lilllie, 1977).

Es por ello que algunas fuentes sefialan que el azur A exhibe una
ortocromasia azul y una metacromasia rojo-violeta; es necesario, sin embargo,
oxidar primero el tejido a base de tratamiento con permanganato de potasio para
lograr que el colorante manifieste su propiedad de metacromasia (Azure A for
Mast Cells Staining Protocol®®, 2005).

% http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/52015.htm

% http://www.crscientific.com/microscope-stain.htm|

z http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/indexmag.htm!?http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/artfeb00/rhvital.html

% hitp://stainsfile.info/StainsFile/dyes/52005.htm

» http://www.ihcworld.com/ protocols/special stains/azure-a_ellis.htm
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Rojo neutro

CH=
Otro colorante sumamente utilizado ,QI/\ ﬁ
(CH= }lgN

es el rojo neutro, que es tanto un colorante

como un indicador ya que su color cambia ] ,
Férmula del rojo neutro

de rojo a amarillo en un rango de pH de 6.8

a 8.0 (StainsFile*®, 2006).

Es de gran valor para lograr coloracion vital, especialmente en protozoarios

y ndcleos de células vivas (Lillie, 1977).

Pardo de Bismarck

Hz

Aunque en el pasado su uso @ }
M= N—l:: :[rN N—é MNHz
fue mayor de lo que

actualmente, el pardo de Bismarck Férmula del pardo de Bismarck
es un importante colorante metacromatico usado para tefiir mucinas acidas; forma
parte también de las soluciones para tefir las laminillas de estudios de

Papanicolau (StainFiles®, 2006).

En plantas se le ha utilizado para tefiir paredes celulésicas y contrastar a la
hematoxilina (Lillie, 1977).

Naranja G HO
O
El naranja G es un colorante fuertemente
acido que es considerado una de las herramientas Gl W i
mas valiosas a nivel de trabajo histologico para tefiir S0=Ma

Férmula del naranja G

® hitp://stainsfile.info/StainsFile/stain/nuclei/neutred.htm
3 http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/21000.htm
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citoplasma; para ello lo han utlizado tanto zodlogos como botanicos,
generalmente en combinacion con colorantes que tifien nucleos, como el violeta
de genciana (Lillie, 1977).

Es parte de la tincion OG6 para Papanicolau (StainsFile*?, 2006) y, aunque
se le suele manejar en soluciones alcohdlicas, también se utilizan las soluciones

acuosas saturadas (Histopathology Recipe Formulary®3, 2006).

Fucsina basica

. f o HzM e MNH
La fucsina béasica es la mezcla de tres - {j" _QZ 2

colorantes relacionados desde el punto de vista L‘f'

guimico (pararosanilina, rosanilina y magenta II).
MNHz

Las proporciones en la mezcla son variables y es
Férmula de la pararosanilina

por ello que los distintos lotes del colorante

funcionan diferente por lo que si bien un lote puede HzN{Jy C:C}NHZ

dar excelentes resultados para una cierta técnica, H

uno distinto puede ser totalmente inadecuado . CJ\T//|
3

(StainsFile®*, 2006). MH2

Formula de la rosanilina

La fucsina acida, no obstante, tiene muchos

usos biologicos, ya que es uno de los colorantes H2N~“)?>:>\‘— GNHz
nucleares mas potentes; es el principal constituyente

del reactivo de Schiff, frecuentemente utilizado para la J\H{)

deteccion de aldehidos asi como de acidos nucléicos MHo

en la reaccion de Feulgen (Lillie, 1977). Formula del magenta Il

2 http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/16230.htm
3 http://www.hoslink.com/histo/histo_recipes.htm
3 http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/basfuch.htm

17



Fucsina acida

La fucsina acida es preparada a partir de

) +

HzM }C:éNHE

homdlogos de la fucsina basica a los que se les i 1% ‘)E —/_

adicionan grupos sulfénicos. Es por ello que hay J\;L
D55

cuatro compuestos que se ajustan a la i
=

denominacion de “fucsina acida”, la cual a nivel Férmula de la fucsina acida

comercial es una mezcla variable (StainsFile®, 2006).

La fucsina acida es un colorante citoplasmatico ampliamente utilizado que a

nivel de histologia vegetal tifie paredes celuldsicas (Lillie, 1977).
ESTUDIOS SOBRE EPIDERMIS EN COMELINACEAS

Commelinaceae es una familia de monocotiledoneas bien definida que
comprende 41 géneros y cerca de 650 especies que se caracterizan por presentar
una vaina foliar cerrada, una lamina foliar suculenta y flores trimeras con pétalos y
sépalos distinguibles; estas plantas son principalmente de regiones tropicales y
subtropicales, aunque algunas especies se extienden hasta zonas templadas,
hallandose su mayor diversidad en Africa donde ocurre cerca del 40% de las

especies (Evans, et al., 2000).

Esta familia de monocotiledéneas, después de Poaceae y Cyperaceae, es
la que tiene mayor nimero de malezas de cultivo; entre ellas, algunas especies de
Commelina y Tinantia son hospederas de &caros, royas y virus, como el Potato Y
potyvirus que afecta a Solanum tuberosum (Luque y Estrada, 2005). Es por esto
gue se les ha dedicado atencion considerable, pues distintos trabajos abordan el
problema de su potencial invasivo y de su manejo como malezas (Batianoff y
Butler, 2002; Burns, 2004; Kelly y Skipworth, 1984a y b; Standish, 2001, 2002).

® http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/42685.htm
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Ademas, el grupo ha despertado interés en otros aspectos. De manera
reciente se les ha estudiado especialmente en lo que respecta a sus relaciones
filogenéticas, de ahi que a nivel de cladismo se hable del “clado commelinido”
(Chase, 2004; Rudall, et al., 2005); en los andlisis cladisticos se utilizan muy
diversos tipos de caracteres, incluidos los anatémicos, como cristales y estomas
(Evans, et al., 2000).

En este contexto cabe sefalar que la epidermis de las comelinaceas ha
sido objeto de diversos estudios y trabajos de investigacion debido a la facilidad
con que se le puede disociar y la amplia accesibilidad de las especies de esta
familia. Por ejemplo, la fisiologia estoméatica ha sido estudiada en Commelina
communis (Weyers y Travis, 1981), y a Tradescantia se le utiliza como organismo

modelo para el estudio de patrones estomaticos (Croxdale, 1998).

En cuanto a estudios sobre anatomia, el trabajo clasico de Tomlinson
(1966), da cuenta de la importancia sistematica del estudio de los caracteres
anatomicos de las Commelinaceae. Uno de los rubros tratados en dicho trabajo es
el de los tipos de estomas en esta familia de monocotileddneas, refiriéndose la
presencia de estomas bordeados por dos células subsidiarias laterales en
Cuthbertia y Triceratella, de cuatro células subsidiarias (dos laterales y dos
terminales) en Callisia, Zebrina, Tradescantia y Tinantia, entre otros muchos
géneros, y de seis células subsidiarias (cuatro laterales y dos terminales) en

Commelina y algunos otros géneros.

Dado que a la fecha, tal como en su momento lo planteara Tomlinson, el
estudio de la anatomia de las Commelinaceae sigue siendo muy incompleto, el
presente trabajo se fij6 como objetivo analizar la epidermis foliar de Commelina
coelestis Willd. mediante el uso de distintas técnicas histoldgicas y de sistemas de
iluminacion al microscopio fotonica. Las caracteristicas de esta especie son lo que

se expone a continuacion.
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CARACTERISTICAS DE Commelina coelestis Willd.

Descripcion de Commelina coelestis Willd.

(Tomada de Rzedowski y Calderon de Rzedowski, 2001, y PROCYMAF-

SEMARNAP?®, 2000)

Planta perenne, erecta, robusta
0 delicada, glabra 0 mas o menos
pubescente, de 40 a 80 cm (1.5 m) de
alto; raices carnosas, alargadas
fusiformes; tallos derechos, por lo
general ramificados y escabrosos en la
parte superior; hojas con vainas flojas,
escariosas, a veces tefiidas con
morado, de 1.5 a 2.5 (5)cm de largo y
0.5 a 0.7 (2) cm de ancho, glabras, con
frecuencia ciliadas en la parte superior,
laminas ovado-lanceoladas a oblongo-
lanceoladas (a linares) de (4)8 a 20 cm
de largo por 2.5 a 4 (5)cm de ancho,
apice agudo o acuminado, con
frecuencia la base acorazonada o
redondeada, envolvente, haz

escabrido, envés velloso o glabrado;

llustracion de Commelina coelestis en una

publicacién inglesa del siglo XIX

pedunculos escabrosos, delgados, de 1 a 6.5 (10)cm de largo, espatas (dobladas)

de 2a 4 (5)cm delargoy de 1 a 1.5 (2)cm de ancho, apice agudo o acuminado,

con frecuencia tefiidas de morado, mas o menos vellosas, con venas

transversales conspicuas; sépalos de 5 a 7 mm de largo; pétalos iguales o

subiguales, de color azul intenso (excepcionalmente blancos de +1.5 cm de largo

por +2 cms de ancho; 3 estambres, 3 estaminodios, sus anteras amarillas en

% http://www.semarnat.gob.mx/pfnrm/CommelinaCoelestis.html
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forma de H, capsula bivalva, elipsoide, cortamente apiculada de 7 mm de largo; 4
semillas foveoladas piramidales de 2 a 3 (3.5 mm) de largo; conocida como
“hierba de pollo”, “cafita”, “cielo azul”. Altitud de 2250-2750 msnm, en matorrales
pastizales, bosques de encino y pino; frecuentemente en la vegetacion
secundaria, a veces como maleza ruderal o arvense; crece en estados como
Chihuahua, Durango, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca; en la cuenca de
México se le encuentra en Huehuetoca, Villa Nicolds Romero y Texcoco a Tlalpan,
Milpa Alta y Amecameca. En medicina vernacula tiene fama como hemostético

eficaz.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas principales de la epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis Willd. estableciendo una comparacion con la informacion que
arroja el uso de diferentes sistemas de microscopia foténica en material vegetal
procesado con distintas técnicas histolégicas para poner en evidencia la utilidad
tanto de las técnicas histolégicas como de los sistemas de microscopia fotdnica

aplicados.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aplicar diversas técnicas histologicas para la obtencion de laminillas de la
epidermis de Commelina coelestis Willd.,, que sean observadas mediante la

aplicacion de diferentes sistemas de microscopia fotonica.

Describir la epidermis foliar de Commelina coelestis Willd. incluyendo datos

morfométricos de los estomas e indice estomatico.

Obtener fotomicrografias de la epidermis foliar de Commelina coelestis Willd. de
tal forma que pueda hacerse una comparacion entre la informacion que se obtiene
del uso de las distintas técnicas histolégicas y los diferentes sistemas de

microscopia, con la finalidad de poner en evidencia la utilidad de los mismos.
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METODOLOGIA Y METODOS

METODOLOGIA: DIAGRAMA DE FLUJO

Recolecta de matefial
(Pedregal de San Angel)

Elaboracion del ejemplar de herbario

para respaldo
(pendiente su incorporacion

Fijacion del material a estudiar
(hojas) en etanol al 70%

a herbario)

Aplicacion de técnicas histolégicas

-

Disociado mecanico

<«

r

v

Con aclaramiento
(hipoclorito de sodio)

Sin aclaramiento

'

Azur A, azul de metileno,

\ 4

—®» Técnica de réplica —i

Uso de cianoacrilato

'

Pardo de Bismarck, fucsina
acida, azul de toluidina O,

fucsina basica amoniacal

naranja G, rojo neutro

Montaje en aire

Montaje en jalea glicerinada

Observacién al microscopio foténico
n Obtencion de datos morfométricos
e indice estomatico
n Eleccién de campos para

i

fotomicrografia

Obtencién de fotomicrografias con
microscopia de campo claro,
contraste de fases, luz polarizada y
contraste diferencial de interferencia

i

Andlisis e interpretacion de
resultados

>
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METODOS

De inicio, se realizO una recolecta de Commelina coelestis en los
alrededores de la Facultad de Ciencias de la UNAM (reductos del Pedregal de San
Angel), en temporada de lluvias. El material se fijo en etanol al 70 % para su

posterior estudio.

A continuaciéon se describen las técnicas aplicadas en este trabajo para el

estudio de la epidermis foliar abaxial de Commelina coelestis.

Disociado mecanico

Es una técnica sencilla, practica, rapida y util en el estudio de epidermis
vegetal. Consiste en separar la epidermis del vegetal para aplicar posteriormente

diferentes técnicas tanto de transparentacion como de tincion (D”Ambrogio, 1986).

Mediante el uso de una navaja de rasurar y pinzas de relojero (de punta
fina) se cortd y desprendié una porcion muy pequefia de la epidermis abaxial de
las hojas fijadas de Commelina coelestis. Esta epidermis fue colocada en un
portaobjetos e inmediatamente se aplicaron las distintas técnicas histologicas, que
basicamente consistieron en tefir con colorantes muy diluidos (0.5%), algunas

veces con aclaramiento previo y otras sin él.
Técnicas de tincion con aclaramiento
Estas técnicas incluyeron el uso del Azur A y el azul de metileno disueltos

en agua, y de la fucsina basica disuelta en agua y blanqueada a base de agregar

amoniaco (fucsina basica amoniacal).
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En ellas se coloc6 sobre la epidermis ya desprendida una gota de
hipoclorito de sodio en dilucibn comercial durante unos cuantos minutos, hasta

observar como se perdia el color verde de la clorofila.

Con papel absorbente se eliminaron los excedentes del agente aclarante, e
inmediatamente después se aplicé una gota del colorante. La tincién se logré en
un tiempo corto (1 a 2 minutos), tiempo en que se eliminaron los excedentes del

colorante para proceder a montar la epidermis asi tefiida en jalea glicerinada.

El montaje en jalea glicerinada es sencillo y aporta laminillas
semipermanentes que pueden llegar a ser de muy buena calidad; un detalle que
hay que cuidar, sin embargo, es que al derretir la jalea esto se haga con cuidado y
sin aplicar demasiado calor, con el fin de evitar la formacidén excesiva de burbujas

de aire que son las que suelen entorpecer la observacion del tejido.

Otro detalle importante es el de aplicar barniz de ufias transparente en todo
el contorno del cubreobjetos, una vez que ha “enfriado” la preparacion, para
sellarla y evitar que el medio de montaje pierda humedad. Finalmente, hay que
enfatizar la importancia del etiquetado; en este caso se especificé con claridad el

tipo de colorante utilizado en la elaboracién de cada laminilla.

Técnicas de tincién sin aclaramiento.

Sin aclaramiento previo se utilizaron los siguientes colorantes: pardo de
Bismarck, fucsina acida, azul de toluidina, rojo neutro y naranja G. En estos casos,
no se transparentd la epidermis sino que se aplicd directamente una gota de

colorante a la epidermis desprendida, dando un tiempo de tincion de 1 minuto.
Transcurrido este tiempo, se quitd el excedente del colorante con papel

absorbente y se realizd el montaje del material en jalea glicerinada, realizandose

el sellado y etiquetado de las laminillas una vez “frias”.
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Técnica de réplica

En esta técnica sencilla se emple6é un pegamento transparente y de secado
rapido que es el cianoacrilato. Se colocé una gota del pegamento sobre el
portaobjetos y sobre ella, por el lado abaxial, un pedacito cuadrado de hoja,

presionando para favorecer que se formara una capa delgada del pegamento.

Se cuidé que el ejemplar estuviera bien embebido en el pegamento y que
éste secara completamente, para después, con ayuda de unas pinzas de relojero
(de punta fina), desprender el pedacito de la hoja de un jalén cuidando que la

impresion no se dafara.

Luego se colocd un cubreobjetos sobre la impresion y se sell6 el contorno
del cubreobjetos con barniz de ufias transparente (montaje en aire) y se etiqueto la

preparacion.

Todas las preparaciones obtenidas con las diferentes técnicas antes
descritas permitieron realizar la determinacién de datos morfométricos e indice
estobmatico, asi como la seleccibn de campos para la obtencion de

fotomicrografias con distintos sistemas de microscopia.

Descripcion de la aplicacion de la microscopia comparada

Se utilizd un microscopio foténico marca Olympus, modelo Provis AX70,
gue permite la aplicacion de sistemas de iluminacién de campo claro, contraste de
fases, luz polarizada y contraste diferencial de interferencia (Nomarski). Todos
estos sistemas de iluminacion se aplicaron a las laminillas obtenidas a través de
las técnicas descritas con antelacion, de modo tal que se obtuvieron cuatro tipos
distintos de fotomicrografias para nueve distintas técnicas de preparacion de la

epidermis.
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Cabe sefnalar que, aunque se realizaron varias laminillas de cada una de las
técnicas, se eligieron so6lo los mejores campos para la toma de las
fotomicrografias.

Determinacion del indice estomatico

Para calcular el indice estomatico de Commelina coelestis, se eligieron al

azar fotomicrografias de cinco areas diferentes de epidermis foliar abaxial.

Sobre cada fotomicrografia elegida se realiz6 un conteo de células
estométicas y células epidérmicas (no estomaticas). Una vez obtenido el dato de
células de cada tipo, se calcul6 el indice estomatico de acuerdo a la férmula de
Salisbury ,1928 (Willmer, 1983):

I.LE. = (N. E./N.E. + N.C.E. ) x 100

donde:

I.LE. = indice estomatico

N.E. = # de células estomaticas por campo

N.C.E. = # de células epidérmicas no estomaticas por campo

De este modo, para cada fotomicrografia se obtuvo un valor de indice

estomaético por lo que se procedid entonces a obtener un valor promedio que es el

gue se presenta en la seccién de resultados.
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Obtencién de datos morfométricos

En un campo de 40x de un microscopio fotdnico, y con ayuda de un
micrometro ocular, se tomaron medidas tanto de largo como de ancho de 10

estomas en varias preparaciones tomadas al azar (para un total de 50 estomas).

Las medidas del largo de los estomas correspondieron a su eje mayor,
mientras que las medidas de ancho a su eje menor. Estas medidas fueron
multiplicadas por el factor de calibracion del objetivo 40x (0.38 pm/unidades
oculares) para transformar los resultados obtenidos a micrémetros. Con los datos
de largo y ancho obtenidos se obtuvieron valores promedio que son los que se

presentan en la seccién de resultados.
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RESULTADOS

Los datos obtenidos en el presente trabajo son de tipo cualitativo y
cuantitativo. A continuacion se presentan en dos grandes apartados; el primero
incluye la descripcion general de la epidermis foliar abaxial de Commelina
coelestis Willd. y el segundo los resultados de aplicar la microscopia foténica
comparada a las laminillas preparadas mediante las distintas técnicas expuestas

en la secciéon de “Métodos”.

DESCRIPCION GENERAL DE LA EPIDERMIS FOLIAR ABAXIAL DE Commelina

coelestis Willd.

La epidermis foliar J
abaxial de Commelina F§
coelestis se caracteriza por la
presencia de células
epidérmicas ordinarias, .
estomas y tricomas (figura 1).
Las células  epidérmicas
ordinarias son de forma

rectangular y contorno regular

(carecen de paredes

(réplica de cianoacrilato): se observan células epidérmicas

festonadas). Los estomas son ordinarias, estomas hexaciticos y tricomas simples,
pluricelulares y uniseriados.

de tipo hexacitico (presencia

de seis células acompafantes), su tamafio promedio es de 51.89 x 30.83
micrometros, siendo el indice estomatico promedio de 20.52. Este indice es
considerado alto, indica una riqueza en el nimero de estomas, y su significado
fisiologico es que la especie presenta una transpiracion alta, lo que se asocia a
gue crece en habitats himedos o que, como C. coelestis, crece en temporada de
lluvias. Los tricomas son de tipo simple, pluricelulares y uniseriados.
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INFORMACION OBTENIDA DE LA MICROSCOPIA FOTONICA COMPARADA

La microscopia fotonica comparada permiti6 obtener una diversidad de
imagenes que son las que se presentan en las ldminas 1 a 5 (incluidas al final de
este apartado); en estas imagenes fue posible observar detalles de gran interés de
la epidermis abaxial de Commelina coelestis, mismos que se describen a

continuacion.

Aspecto de nucleos y nucleolos

Una primera diferencia en relaciéon a las distintas técnicas aplicadas se
refiere al aspecto que en cada una de ellas tienen nucleos y nucleolos. Mientras
gue algunos colorantes no permiten evidenciar estos organelos, con algunos otros

la observacién de los mismos puede hacerse con mucha nitidez, a saber:

n Azul de metileno (AM): no favorece la observacion de nucleos en los cuatro
sistemas de iluminacion empleados.

n Azul de toluidina O (AT): es un muy buen colorante para ver nlcleos en todo el
complejo estomatico (células estomaticas y acompafiantes) en los cuatro sistemas
de iluminacién, pero no se ven muy bien los nucleolos.

n Azur A (AA): sélo favorece la observacién de nucleos en células estomaticas
en campo claro y contraste de fases, y nucleolos en campo claro.

n Cianoacrilato (CIAN): con esta técnica no se pueden ver nicleos, ya que sélo
se obtiene la huella de la epidermis.

n Fucsina &cida (FA): se ven nudcleos en células estomaticas con los cuatro
sistemas de iluminacion, y nucleolos en campo claro, contraste diferencial de
interferencia y contraste de fases.

n Fucsina basica amoniacal (FBA): se ven ndcleos en células acompafiantes en
campo claro, contraste diferencial de interferencia y contraste de fases; a veces se

insindan los nucleolos, pero no son muy nitidos.
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n Naranja G (NG). se ven nucleos en todo el complejo estomatico con los

sistemas de iluminaciébn campo claro, contraste diferencial de interferencia, y

contraste de fases; y nucleolos en campo claro y contraste de fases.

n Pardo de Bismarck (PB): se ven ndcleos con los cuatro sistemas de

iluminacion; en campo claro y contraste diferencial de interferencia se ven en todo

el complejo estomatico, en contraste de fases ademas de nucleos se ven

nucleolos, y con luz polarizada sélo se ven nucleos en células acompafantes.

n Rojo neutro (RN): se observan nucleos en los cuatro sistemas de iluminacion,

tanto en células estométicas como acompafiantes; y en contraste de fases se ven

los nucleolos con bastante nitidez

Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:

CUADRO 1. ASPECTO DE NUCLEOS Y NUCLEOLOS
(ver figura 2)

Escala de valor:

__hoseven

+ se ven solo en células estomaticas (ce) o células acompafiantes (ca)
++ se ven en células estomaticas (ce) y células acompafantes (ca)

* se ve nucleolo

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
cc| ++ *+(ce) . *+(ce) | +(ca) *+4 ++ ++
Lr ++ _ _ +(ce) | +(ca) _ +(ca) ++
cDl| ++ _ . *+(ce) | +(ca) ++ ++ ++
CF . ++ + (ce) . *+(ce) | +(ca) *+4 *ht Fht

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases
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Aspecto de cloroplastos

El modo en que se presentan los cloroplastos de las células estomaticas
también varia de acuerdo a la combinaciébn de técnicas y los sistemas de
iluminacion. De manera general, los cloroplastos pueden no distinguirse
claramente, sino apreciarse como una masa informe donde no es posible discernir
la individualidad de cada cloroplasto, o ser vistos con toda claridad como
estructuras independientes, a saber:

n Azul de metileno (AM) se ven cloroplastos en los cuatro sistemas de
iluminacion; en campo claro se ven como entidades independientes, y en los otros
tres sistemas de iluminacién no.

n Azul de toluidina O (AT) se ven cloroplastos con los cuatro sistemas de
iluminacion; en campo claro y contraste diferencial de interferencia se ven como
entidades independientes, y en luz polarizada y contraste de fases no.

n Azur A (AA) se ven cloroplastos con los cuatro sistemas de iluminacion; en
campo claro se ven perfectamente como entidades independientes y en los otros
tres sistemas de iluminacién no.

n Cianoacrilato (CIAN): con esta técnica no se pueden ver cloroplastos, ya que
solo se obtiene la huella de la epidermis.

n Fucsina acida (FA) se ven cloroplastos como masa informe, no como entidades
independientes, en los cuatro sistemas de iluminacion.

n Fucsina basica amoniacal(FBA): no se ven cloroplastos.

n Naranja G (NG): se ven cloroplastos en campo claro como entidades
independientes. No se ven con luz polarizada. En contraste diferencial de
interferencia y contraste de fases se ven cloroplastos como masa informe, no
como entidades independientes.

n Pardo de Bismarck (PB) en campo claro y contraste de fases se ven
cloroplastos como entidades independientes, en luz polarizada no se ven, y en
contraste diferencial de interferencia se ven como entidades no independientes
(masa informe).

n Rojo neutro (RN) se ven cloroplastos como masa informe, no como entidades

independientes, en los cuatro sistemas de iluminacion.
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Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:

CUADRO 2. ASPECTO DE LOS CLOROPLASTOS DE LAS CELULAS
ESTOMATICAS
(ver figura 2)

Escala de valor:

__noseven

+ se ven pero no como entidades independientes (masa informe)
++ se ven como entidades independientes

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CC| ++ ++ ++ L + N ++ ++ +
LP + + + L + N L L +
CDI| + ++ + L + N + + +
CF + + + L + N + ++ +

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases

Lamina media

La sustancia que cementa célula con célula, conocida como lamina media,
puedo apreciarse con algunas técnicas y sistemas de iluminacién, mientras que
con otras combinaciones no es evidente, a saber:

n Azul de metileno (AM): se ve la lamina media con los cuatro sistemas de
iluminacion.

n Azul de toluidina (AT) se ve la lamina media con los cuatro sistemas de
iluminacion.

n Azur A (AA) se ve la ldamina media en campo claro, luz polarizada, contraste de
fases, y no se ve en contraste diferencial de interferencia.

n Cianoacrilato (CIAN) no se ve la lamina media.

n Fucsina acida(FA) se ve la lamina media con los cuatro sistemas de
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iluminacion.

n Fucsina basica amoniacal (FBA) se ve la ldmina media con los cuatro sistemas
de iluminacion.

n Naranja G (NG) se ve la ldamina media en los cuatro sistemas de iluminacion.

n Pardo de Bismarck (PB) se ve la ldmina media con los cuatro sistemas de
iluminacion .

n Rojo neutro (RN) se ve la lamina media con los cuatro sistemas de iluminacion.

Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:

CUADRO 3. OBSERVACION DE LA LAMINA MEDIA.

(ver figura 2)

Escala de valor:

__noseve

+ siseve

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN

CC + + + L + + + + +
LP + + + L + + + + +
CDI + + L L + + + + +
CF + + + L + + + + +

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases
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Aspecto de campos primarios de punteaduras

Los campos primarios de punteaduras, que son los ligeros adelgazamientos
de la pared primaria en los cuales se desarrollan los plasmodesmos, varian en
apariencia en las diferentes técnicas y sistemas de iluminacion. En algunos casos
no se les observa, mientras que en otros se observan con bastante claridad a nivel
de campo claro; en este sentido, un hecho notable es que cuando en campo claro
se les observa, tienden a enmascararse 0 a no verse en los otros sistemas de
iluminacion, a saber:

n Azul de metileno (AM): se ven los campos primarios de punteaduras en
algunas células s6lo en campo claro; con los otros sistemas de iluminacién no se
ven.

n Azul de toluidina O(AT): no se ven campos primarios de punteaduras, esto con
los cuatro sistemas de iluminacion.

n Azur A (AA): se ven campos primarios de punteaduras en algunas células en
campo claro; se enmascaran en contraste de fases y no se ven en contraste
diferencial de interferencia y luz polarizada.

n Cianoacrilato (CIAN): no se ven campos primarios de punteaduras, esto con
los cuatro sistemas de iluminacion.

n Fucsina acida (FA): se ven campos primarios de punteaduras en algunas
células en campo claro; se enmascaran en contraste diferencial de interferencia y
contraste de fases, y no se ven en luz polarizada.

n Fucsina basica amoniacal (FBA): no se ven campos primarios de punteaduras,
esto con los cuatro sistemas de iluminacion.

n Naranja G. (NG): no se ven campos primarios de punteaduras, esto con los
cuatro sistemas de iluminacion.

n Pardo de Bismarck (PB): no se ven campos primarios de punteaduras, esto
con los cuatro sistemas de iluminacion.

n Rojo neutro (RN): no se ven campos primarios de punteaduras, esto con los

cuatro sistemas de iluminacion.
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Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:

CUADRO 4. ASPECTO DE LOS CAMPOS PRIMARIOS DE PUNTEADURAS
(ver figura 2)

Escala de valor:

___no seven

+ se ven en algunas células
+/- se enmascaran

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CC + L + . + e L . L
LP _ _ _ _ _ _ _ _ _
CDI _ . - . +/- _ _ _ _
CF _ _ +/- _ +/- _ _ _ _

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases

Cristales

Los pequefios cristales de oxalato de calcio presentes en las células
epidérmicas ordinarias solo son evidentes con las técnicas del naranja G y el
pardo de Bismarck; en el primer caso se ven en todos los sistemas de iluminacion

y en el segundo sélo en los sistemas de luz polarizada y contraste de fases:

Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:
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CUADRO 5. PRESENCIA DE CRISTALES EN CELULAS EPIDERMICAS
ORDINARIAS
(ver figura 3)

Escala de valor:
___noseven
+ seven

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CcC

LP

CDI

+| +| +| +

CF

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases

Cruz de Malta en células estomaticas

La imagen de la cruz de Malta se asocia a la caracteristica de
birrefringencia de ciertos materiales y estructuras; en las células estomaticas
parece obedecer a la orientacién radial de las microfibrillas de celulosa en la pared
(Willmer,1983). En los estomas de C. coelestis la presencia de Cruz de Malta se

observa con todos los colorantes, solo por la influencia de la luz polarizada.

Esta informacion se encuentra resumida en el siguiente cuadro:
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CUADRO 6. CRUZ DE MALTA EN CELULAS ESTOMATICAS
(ver figura 3)

Escala de valor:

__noseve
+ seve
AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CcC . . - . - . . - .
LP + + + L + + + + +
CDI . . - . - . . - .
CF . . - . - . . - .

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases

Tricomas

Los tricomas de C. coelestis son relativamente grandes y por lo mismo
tienden a romperse cuando se realiza el disociado mecanico de la epidermis
abaxial. Es por ello que donde mejor se les aprecia es en las réplicas de
cianoacrilato, ya que ahi se obtiene la imagen completa del tricoma y se puede
observar su estructura. Los detalles de cdmo se observan los tricomas en las

laminillas de las diferentes técnicas se resumen en el siguiente cuadro:
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CUADRO 7. ASPECTO DE TRICOMAS.
(ver figura 1)

Escala de valor:

__hoseven

+ se ve no muy definido

++se ve definido y con su base

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CC . L . ++ + e L . L
LP _ _ _ _ _ _ _ _ _
CDI _ _ _ ++ + _ _ _ _
CF _ _ _ ++ _ _ _ _ _

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases

Imagen con relieve

La aplicacion del contraste diferencial de interferencia permiti6 observar
imagenes con relieve para todas las técnicas aplicadas. Solo en algunos casos
(del rojo neutro, por ejemplo), se aprecié relieve también con la aplicacion de luz
polarizada. Caso especial es el de las réplicas de cianoacrilato que, por contar con
relieve propio, arrojan imagenes con relieve en todos los sistemas de iluminacion

gue se le pudieron aplicar. Esta informacion se resume en el siguiente cuadro:
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CUADRO 8. IMAGENES CON RELIEVE
(ver laminas 1 a 5)

Escala de valor:

no seve

+ se ve todo en relieve

AM AT AA CIAN FA FBA NG PB RN
CcC . . . + . . . . .
LP . . . . . . . . +
CDI + + + + + + L + L
CF . . . + . . . . .

CC = campo claro

LP = luz polarizada

CDI = contraste diferencial de interferencia
CF = contraste de fases
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MICROSCOPIA FOTONICA COMPARADA: FOTOMICROGRAFIAS

Azul de metileno, campo claro

‘ »
= » o
£

| y
Azul de toluidina O, luz polarizada

Azul de metileno, contraste diferencial de Azul de toluidina O, contraste diferencial de
interferencia interferencia

Azul de metileno, contraste diferencial de Azul de toluidina O, contraste diferencial de
interferencia interferencia

5

Azul de metileno, contraste de fases Azul de toluidina O, contraste de fases

Lamina 1. Microscopia fotdnica comparada de epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis: azul de metileno y azul de toluidina O
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Azur A, luz polarizada rferencia

Azur A, contraste diferencial de interferencia  Cianoacrilato, contraste diferencial de interferencia

‘:‘\ \\ ) _ s ‘ P& 21‘ 6 ol X
Azur A, contraste de fases ianoacrilato, contraste de fases
Lamina 2. Microscopia fotonica comparada de epidermis foliar abaxial de

Commelina coelestis: Azur Ay cianoacrilato
Nota: para la técnica de cianoacrilato no fue posible obtener imagenes con microscopia de luz polarizada
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Fucsina &cida, campo claro Fucsina acida, campo claro

i

Fucsina acida, contraste diferencial de interferencia Fucsina acida, contraste diferencial de interferencia

Fucsina acida, contraste diferencial de interferencia Fucsina acida, contraste diferencial de interferencia

(3| A

Fucsina acida, contraste de fases Fucsina &cida, contraste de fases
Lamina 3. Microscopia fotonica comparada de epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis: fucsina acida
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Fucsina basica amoniacal, campo claro

Fucsina bésica amoniacal, luz polarizada

N

Naranja G, contraste diferencial de
interferencia

Fucsina basica amoniacal, contraste
diferencial de interferencia

N

Naranja G, contraste diferencial de
interferencia

Fucsina basica amoniacal, contraste
diferencial de interferencia

Fucsina basica amoniacal, contraste de fases Naranja G, contraste de fases
Lamina 4. Microscopia foténica comparada de epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis: fucsina basica amoniacal y naranja G
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Pardo de Bismarck, luz polarizada

Pardo de Bismarck, contraste diferencial de
interferencia

Pardo de Bismarck, contraste diferencial de Rojo neutro, contraste diferencial de interferencia
interferencia

Pardo de Bismarck, contraste de fases Rojo neutro, contraste de fases
Lamina 5. Microscopia fotonica comparada de epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis: pardo de Bismarck y rojo neutro
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El esquema metodologico que se llevd a cabo en este trabajo permitio
alcanzar los objetivos planteados de modo tal que, en esta seccion, pueden
ofrecerse diversos comentarios acerca de la epidermis foliar abaxial de
Commelina coelestis asi como del valor de las técnicas histologicas aplicadas y de

la microscopia comparada.

En primer lugar, considerando la escasa informacion que existe sobre
estomas de comelinaceas, la informacién aportada en este trabajo es util y valiosa,
pues permite sugerir el uso de la especie como modelo de estudio (ya sea en
docencia o investigacion) toda vez que ya se han descrito las caracteristicas de su
epidermis foliar abaxial y, en particular, de sus estomas. Puede sefalarse que
C.coelestis es un buen modelo para realizar observaciones de epidermis foliar
abaxial, por su facil manejo para la elaboraciéon de laminillas y por su abundancia
de estomas. Como ya se indicaba, el indice estomético de C. coelestis es alto, lo
gue se relaciona con estomas abundantes y estos estomas son no soélo

relativamente grandes sino muy homogéneos en su apariencia hexacitica.

Por otra parte, es de interés sefialar que los resultados de microtecnia y
microscopia en la epidermis foliar abaxial de Commelina coelestis permitieron
comprobar que el uso de colorantes muy diluidos (concentraciones por debajo del
1%) facilita la preparacion de las laminillas y su observacion, ya que se evita la
sobretincion que diversos autores sefialan como uno de los grandes problemas a
evitar en la elaboracion de laminillas semipemanentes (Gabifio,1974; Krauss y
Audin, 1997).

Pudo apreciarse también que no todos los colorantes hacen resaltar las
mismas estructuras celulares, asi como tampoco los diferentes sistemas de
iluminacion ponen en evidencia lo mismo, razéon por la cual el presente trabajo
demuestra por medio de las fotomicrografias que presenta que las distintas

combinaciones de luz y tincibn aportan informacibn sumamente valiosa en
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estudios sobre Anatomia Vegetal, ya que contrastan de manera diversa la

estructura celular.

En cuanto a los colorantes, por ejemplo, puede indicarse lo siguiente: el
azul de metileno es un colorante vital muy empleado para observar bacterias y
tejidos de plantas superiores con paredes lignificadas y suberificadas, y colorea
células vivas y pequefios organismos (D"Ambrogio,1986). Los resultados del
presente trabajo demuestran que también es ideal para observar estructuras

celulares como cloroplastos, lamina media, y campos primarios de punteaduras.

El azul de toluidina O, por su parte, es definido como un colorante
metacromatico ideal para colorear lignina, taninos, paredes primarias y
secundarias (Krauss y Audin, 1997). En el caso de C. coelestis, aunque la
metacromasia no fue evidente, permitid la observacion de nucleos, cloroplastos, y

[amina media.

El azur A es otro caso interesante ya que, aunque es ampliamente
recomendado como colorante nuclear (Lillie, 1977), en C. coelestis no solo resaltd
ndcleos y nucleolos, sino también lamina media y campos primarios de

punteaduras.

La fucsina acida demostré ser tan util como lo refiere la literatura, ya que se
le recomienda para observar almidon, paredes celulares primarias, lignificadas y
cutinizadas, plastidios y ndcleos (D’Ambrogio, 1986; Segura, 1990), y en las
laminillas de este trabajo resalté ndcleos y nucleolos, cloroplastos, lamina media y
campos primarios de punteaduras, es decir, fue una de las tinciones que brind6

mayor informacion.

La fucsina basica, que se recomienda para paredes lignificadas, cutinizadas

y suberificadas (Krauss y Audin, 1997), al readquirir su color por efecto del
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tratamiento con hipoclorito luego de ser blanqueada con amoniaco, permitio

observar nucleos y lamina media en la laminillas en que se le utilizé.

El naranja G y el pardo de Bismarck resultaron ser de gran utilidad para
poner en manifiesto la presencia de cristales de oxalato de calcio. Del naranja G
se refiere que es un buen colorante citoplasmatico (D’Ambrogio, 1986), pero en
este caso resaltd ndcleos, lamina media y, como ya se indicaba, puso en
manifiesto los cristales. El pardo de Bismarck, por su parte, muy utilizado a modo
de “contratincion” (Lillie, 1977), mostré un perfil similar al naranja G, especialmente

en lo referente a los cristales.

Finalmente, del rojo neutro puede decirse que se enfatiza que colorea
tejidos vivos (D’Ambrogio, 1986), y en este caso resaltd nucleos, nucleolos,

cloroplastos y lamina media.

Asi, en su conjunto, todos y cada uno de los colorantes utilizados
demostraron ser Utiles para la observacion de los caracteres de la epidemis foliar
abaxial de C. coelestis, dato que es valioso considerando que en los libros de
microtecnia las técnicas para epidermis suelen no ser muy variadas en cuanto a
los colorantes que se usan. Asi, para el principiante, el que aparentemente se
tenga que utilizar un cierto colorante, puede limitar mucho su trabajo,
especialmente cuando dicho colorante por alguna razén no se encuentra
disponible. El abanico de opciones de tinciébn que aqui se presenta ha de permitir,
a quien consulte el presente trabajo, hacer una eleccion fundamentada de con qué
tefir siempre considerando que pueden llegar a haber variaciones en los

resultados de acuerdo a la naturaleza del material por procesar.

En este sentido, la técnica de cianoacrilato, que permite obtener la “huella”
de la superficie de la epidermis, es un complemento ideal de las técnicas de
disociado y tincién, ya que permite observar completas estructuras como los

tricomas, asi como los patrones de distribucién de éstos y de los estomas. Del
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mismo modo, el aplicar distintos sistemas de microscopia fotonica a una laminilla
permite obtener una vision mas completa de la estructura de la epidermis, ya que
lo que en un sistema puede no verse y enmascararse en otro, en un tercer sistema
alternativo puede hacerse evidente tal y como se aprecia en los cuadros
presentados en los resultados. Cabe enfatizar que cada sistema de microscopia
fotOnica tiene sus ventajas y sus desventajas, pero que es en conjunto, desde el
punto de vista comparativo, que los resultados se enriquecen mediante su uso. Un
detalle interesante es que si bien, por ejemplo, el contraste diferencial de
interferencia se recomienda para material sin tefir, el que se utilicen colorantes
muy diluidos no evita que se obtengan excelentes resultados de la aplicacion de
este sistema de microscopia fotonica, tal y como se aprecia en algunas de las

fotomicrografias presentadas.

Puede asi ofrecerse, a manera de conclusion general de este trabajo, la
reflexion de que en cuestion de estudios de Anatomia Vegetal todavia hay mucho
gue se puede innovar desde el punto de vista técnico. La aplicacion de la
microtecnia y de los sistemas de microscopia fotdnica va mas alla de las “recetas”,
ya que requiere de un acercamiento fundamentado y creativo. El uso novedoso de
colorantes clasicos en combinacion con algunos de los mas sofisticados sistemas
de microscopia fotonica es una herramienta de gran trascendencia cuyo valor
debe de aquilatarse de cara a los resultados tan llamativos que se han obtenido en

este trabajo con C. coelestis.
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